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BSA  bovine serum albumin（ウシ血清アルブミン） 
CSA  cross sectional area（筋線維径） 
EUS  external urethral sphincter（外尿道括約筋） 
LPP  leak point pressure（尿漏出時圧） 
MUI  mixed urinary incontinence（混合性尿失禁） 
PBS  phosphate-buffered saline（リン酸緩衝生理食塩水） 
PNS  pudendal nerve stimulation（陰部神経刺激） 
QOL  quality of life（生活の質） 
S.E.M.  standard error of mean（標準誤差） 
SNRI  serotonin and norepinephrine reuptake inhibitors（セロトニン・ノルアドレナリ
ン再取り込み阻害薬） 
SUI  stress urinary incontinence（腹圧性尿失禁） 
UPP  urethral perfusion pressure（尿道灌流内圧） 














et al., 2002）。切迫性尿失禁（Urge urinary incontinence；UUI）は、突然強い尿意（尿意切迫
感）に襲われて、トイレに間に合わずに漏らしてしまう症状である。混合性尿失禁（Mixed 
urinary incontinence；MUI）は、上記２つの尿失禁が混在するタイプの症状であり（Haylen 
BT et. al., 2010）、いずれのタイプの尿失禁も生活の質（Quality of Life；QOL）を著しく損ね
る疾患である（Table 1）。尿失禁の中でも SUI は女性の尿失禁に多く見られるタイプであ








































おり（Elving LB et. al., 1989; Hunskaar S et. al., 2000）、加齢に伴い蓄尿期の最大尿道閉鎖圧
が低下することや、加齢が SUIの発症や重症度に関連していることが報告されている（Rud 
T, 1980; Hilton P and Stanton SL, 1983）。また、加齢に伴う尿道の EUS筋線維数の減少並び
に EUS層の薄層化（Carlile A et. al, 1988; Perucchini D et. al, 2002a and 2002b）などの組織学
的な変化や、安静時における膀胱頸部・近位尿道の開大、尿道支持組織の脆弱化に伴う臓
器位置の下垂などの物理的な要因に基づく組織学的な変化が起こっていることも報告され
ており（Kalejaiye O et al., 2015）、SUIの病態発生には複数の要因が関連していると考えら
れる。SUI の動物モデルとしては、尿道括約筋を支配している神経を外科的に損傷あるい
は部分切断することにより作製されたモデル動物や（Chermansky CJ et al., 2004）、子宮内に
挿入したバルーンカテーテルを膨張させて子宮を拡張した Vaginal distention（VD）モデル
動物（Lin ASet al., 1998; Cannon TW et al., 2002; Kaiho Yet al., 2007）、尿道を支持組織から全
剥離した Urethrolysisモデル動物（Rodriguez et al., 2005）、尿道周囲組織を焼灼して作製さ
























手術などが知られており（Stothers L and Friedman B., 2011）、その中でも加齢は女性の尿道
括約筋機能の低下と関連しているとの報告がある（Rud T, 1980; Zimmern P et al., 2014）。動
物では、繁殖に利用した動物である雌性リタイアラットにおいて、加齢に伴うくしゃみ誘












ることで、3, 12 及び 24 ヵ月齢ラットをそれぞれ若齢、中年齢及び高齢として実験に供す
ることとした。 
Pentobarbital sodium（50 mg/kg, 腹腔内投与）麻酔下にて、SD（Sprague-Dawley）系雌性
ラット（3, 12および 24ヵ月齢、日本エスエルシー、体重；3ヵ月齢：240 – 275 g、12ヵ月












膀胱に生理食塩水を 0.3 mL/hrの流速で注入した。約 1-2分間隔で尿漏出時圧を 5-6回測定
し、最後の 3 回の尿漏出時圧の平均値をその個体の尿漏出時圧とした。ただし、最後の 3
回の尿漏出時圧を測定した際に、3 回目の尿漏出時圧が先の 2 回の尿漏出時圧と顕著に異
なった場合は除外し、先の 2回の尿漏出時圧の平均値をその個体の尿漏出時圧とした。 
結果は平均値 ± 標準誤差で示した。統計解析は 3, 12および 24ヵ月群との比較に実測値
を用いて Bonferroniの多重比較検定を行い、p値が 0.05未満の場合を有意な差とした。 
 
2-2. 21及び 28ヵ月齢ラットを用いた尿漏出時圧測定 
尿漏出時圧（LPP）が明確に低下する月齢を検証するため、24ヵ月前後の時点である 21
及び 28ヵ月齢ラットを用いて、尿漏出時圧測定を行った。 
Pentobarbital sodium（50 mg/kg, 腹腔内投与）麻酔下にて、SD系雌性ラット（21及び 28ヵ
月齢、日本エスエルシー、体重及び使用匹数；21 ヵ月齢：476 – 543 g及び 8 匹、28 ヵ月













3-1. 3, 12及び 24ヵ月齢ラットを用いた尿漏出時圧（LPP）測定 
明確な尿漏出時圧低下が認められる月齢を明らかにする為に、3, 12 および 24 ヵ月齢の
雌性 SDラットを用いて、尿漏出時圧を測定した。その結果、3, 12および 24ヵ月齢ラット
それぞれの尿漏出時圧は、49.2 ± 2.6, 46.9 ± 1.9および 37.3 ± 1.6 mmHgであり、尿漏出時圧
は経月齢的に低下し、24ヵ月齢において有意な低下を示した（P < 0.01）（Figure 2）。一方
で、3および 12ヵ月齢群間の尿漏出時圧に有意な差は認められなかった。 
 
















(3  m o n th s ) (1 2  m o n th s ) (2 4  m o n th s )
 
Figure 2. Leak point pressure (LPP) in 3 (young), 12 (middle-aged) and 24-months-old (aged). Data 
and statistical analyses were performed using GraphPad Prism ver. 7.01 (mean ± S.E.M., n = 8).  
** P < 0.01 (Bonferroni's multiple comparison test) 
 







齢の尿漏出時圧は、43.2 ± 1.4並びに 36.4 ± 2.9 mmHgであり、21ヵ月齢では 24ヵ月齢の






尿漏出時圧評価の時点は、Kitta ら（2016）が 3 及び 12 ヵ月齢ラットをそれぞれ若齢及び
中年齢ラットに設定していることを参考にし、更にげっ歯類において繁殖期が終了した月
齢と考えられる 24ヵ月齢を老齢ラットに設定した。3, 12及び 24ヵ月齢ラットの LPPを比
較すると、経月齢的に尿漏出時圧が低下し、3及び 12ヵ月齢の LPPと比較して 24ヵ月齢
の尿漏出時圧は有意に低下した。そこで、本時点が 3 ヵ月齢と比較して最も尿漏出時圧が
低下した時点か否かを検証するため、24 ヵ月前後の時点である 21 ヵ月並びに 28 ヵ月齢

























結合組織から構成され（Lim SH et al., 2013）、尿禁制の維持に EUSと尿道平滑筋が大きく
関与していることが知られている。SUI 患者において、EUS 収縮のアウトプットを反映し
ていると考えられる最大尿道閉鎖圧（maximum urethral closure pressure: MUCP）が加齢に




の機能評価には、脊髄から EUS に投射し、EUS の収縮を司る体性神経である陰部神経
（pudendal nerve）を実験的に電気刺激することで EUS 収縮を惹起し、その時の尿道内圧
（pudendal nerve stimulation [PNS]-induced urethral pressure）の上昇を測定する評価系を用い
た（le Feber J and van Asselt E, 1999）。一方、尿道平滑筋の機能評価には、α1受容体を選択
的に活性化し、平滑筋への収縮作用を有するフェニレフリンを用いて尿道内圧（urethral 




Urethane（1.2 g/2mL/kg, 皮下投与）麻酔下にて、SD 系雌性ラット（日本エスエルシー、
体重及び使用匹数；3ヵ月齢 233 – 254 g及び 6匹、24ヵ月齢 412 – 674 g及び 6匹）の下
腹部を正中切開して膀胱を露出し、尿道内圧測定用にひずみ圧力用アンプ（日本光電）に








縮力が得られる電圧を設定し、5 Hzから 160 Hzまでの電気刺激（パルス幅：1 msec、刺激




老齢群との比較に Studentの t検定を行い、p値が 0.05未満の場合を有意な差とした。 
 
 
Figure 3. Typical chart of pudendal nerve stimulation (PNS)-induced elevation of urethral pressure 
 
2-2. 尿道平滑筋の機能評価 
Pentobarbital sodium（50 mg/kg, 腹腔内投与）麻酔下にて、SD系雌性ラット（日本エスエ

























トでそれぞれ 15.5 ± 2.1 並びに 13.7 ± 1.5 mmHgであり、両群間に差は認められなかった。
次に、陰部神経を 5～160Hzの頻度で電気刺激した結果、若齢及び老齢ラットともに頻度依
存的な尿道内圧の上昇が認められたが（Figure 5A）、老齢ラットの PNS 誘発時の最大尿道






Figure 5. Urethral pressure in response to electrical stimulation of the pudendal nerve in young (3 
months old) and aged (24 months old) female rats. (A): Urethral pressure in young and aged rats 
following simulation of the pudendal nerve at different frequencies. (B): Maximum urethral pressure 
by pudendal nerve simulation in young and aged rats. Data and statistical analyses were performed 




められなかった（若齢：17.6 ± 1.7 mmHg、老齢：16.6 ± 1.7 mmHg）（p=0.68, data not shown）。
また、フェニレフリン投与後の尿道内圧上昇の程度も両群で差は認められなかった（若齢：





Figure 6. The contractile response of smooth muscle induced by phenylephrine was measured as a 
change in urethral perfusion pressure (UPP) in young (3 months old) and aged (24 months old) female 
rats. Change in UPP (delta mmHg) was calculated by subtracting baseline UPP just before 
phenylephrine (0.03 mg/kg) administration from the maximum UPP after intravenous administration 
of phenylephrine. Data and statistical analyses were performed using GraphPad Prism ver. 7.01 (mean 
± S.E.M., n=8). There was no significant difference in UPP elevation after intravenous administration 




































下していることが報告されている（Zimmern P et. al., 2014）。またラットにおいても臨床と
同様な EUS収縮能の評価系と考えられるくしゃみ誘発尿漏出時圧（LPP）測定系で検討さ
れ、結果も臨床と同様に加齢に伴う尿漏出時圧の低下が報告されている（Sumino Y et al., 
2013）。これまでの報告と本研究結果から、老齢ラットの EUS 収縮能は低下していること
が考察された。 
































おいては 34.2%程度に減少していること（Strasser H et al., 2000）や、加齢に伴う EUS筋線
維の数や密度の低下、並びに EUS 筋線維径の増大と EUS 筋層の厚みの減少に相関が認め
られることが報告されている（Perucchini D et al., 2002a）。また、加齢に伴い尿道平滑筋層









齢 258 – 281 g及び 5匹、24ヵ月齢 436 – 671 g及び 5匹）を安楽死させた後、膀胱を付け
たまま尿道組織を摘出した。摘出した組織は 10%中性緩衝ホルマリン液で 24 時間組織固
定後、中和し実験に供した。パラフィン固定した尿道組織は、尿管開口部から 4mm地点に
マーキングし、尿管開口部から 4 mm、4.5 mm、5 mm、5.5 mm、6 mm、6.5 mm、7 mm及









Figure 7. Histocytological preparation in urethra 
 
2-2. 外尿道括約筋（EUS）組織切片作製及び蛍光免疫染色 
Isoflurane麻酔下にて、SD系雌性ラット（日本エスエルシー、体重；3ヵ月齢 246 – 266 
g、24ヵ月齢 498 – 540 g）を安楽死させた後、子宮を付けたまま尿道組織を摘出した。摘
出した組織はリン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline；PBS）で洗浄後、O.C.T 
Compoundを用いて包埋皿（Tissue Tekクリオモルド1号、サクラファインテックジャパ
ン）に包埋し、ドライアイスで冷却したアセトンを用いて凍結した。凍結ブロックはクリ
オスタット（CryoStar NX70、Thermo Fisher scientific Inc.）を用いて尿道管腔と括約筋層が
最も厚く見える位置で矢状方向に5μmの厚みで切片を切り出し、アミノシランコートした
スライドガラス（スーパーフロストAPSコートスライドガラス、Matsunami Glass Ind., 
Ltd.）に貼り付け、免疫組織染色を行った。4%パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液に室
温で15分間浸漬して固定処理を行い、PBSで3回洗浄した。切片は室温下、ブロッキング
液（1% Triton-X100及び10% Goat serumを混合したPBS）で60分間処理した後、working 
buffer（0.3% Triton-X100及び5% Goat serumを混合したPBS）にて希釈したラット抗myosin 
heavy chain抗体（1:200, eBioscience, Inc.）及びラット抗laminin抗体（1:1000, Sigma-Aldrich, 
Co. LLC.）を用いて4℃で終夜インキュベートした。0.05% Tween 20を含むPBSで3回洗浄
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後、二次抗体としてAlexa Fluor® 568-labeled goat anti-mouse IgG（1:400, Thermo Fisher 
Scientific Inc）及びAlexa Fluor® 488-labeled goat anti-rabbit IgG（1:400, Thermo Fisher 
Scientific Inc）を用いて室温下で1時間インキュベートした。0.05% Tween 20を含むPBSで3




蛍光免疫二重染色画像は顕微鏡用デジタルカメラ（Digital Sight DS-U3；Nikon Corp.）





















Figure 8. Sections of the urethra of young (3 months old) and aged (24 months old) rats were 
stained using rat anti-myosin heavy chain antibody (red) and rat anti-laminin antibody (green). 
Representative images are shown of whole urethral tissue and EUS fibers (identified as anti-myosin 
heavy chain stained area surrounded anti-laminin stained area) in young (A) and aged (B) rats.  
Left-hand panels show images of the whole urethra (original magnification ×2); the middle and 
right-hand panels show images of the ventral and dorsal position of urethra, respectively (original 














Figure 9. Representative images of Masson’s trichrome-stained urethral tissue from (A) aged (24 
months old) and (B) young (3 months old) female rats. Red arrows indicate smooth muscle area, blue 




骨格筋に特異的に結合する抗 myosin heavy chain 抗体と細胞基底膜に特異的に結合する
抗 laminin 抗体による蛍光免疫二重染色によって、尿道組織における EUS 層を識別し
（Figure 8A 及び 8B の左側、2 倍率画像）、更に拡大画像を得ることで EUS 筋線維一本ず
つの識別を可能にした（Figure 8A及び 8Bの中央及び右側、20倍率画像）。その結果、老齢
ラットの EUS の筋繊維径のヒストグラムは、若齢ラットと比較して右方シフトした
（Figure 10A）。若齢及び老齢ラットの EUSの筋繊維径の中央値は、それぞれ 111.3 ± 3.4 及
び 150.3 ± 14.6 μm2/area であり、加齢に伴い筋繊維径の中央値が増大することが示唆され
た。また、EUSの筋線維数は、若齢ラットと比較して老齢ラットにおいて統計的に有意な






Figure 10. (A) Cross-sectional area (CSA) and (B) the number of EUS fibers per image in young and 
aged rats were quantified using images of the ventral and dorsal positions of the urethra. Data and 
statistical analyses were performed using GraphPad Prism ver. 7.01 (mean ± S.E.M., n=5). 




価を HE 及び MT 染色にて検討し、更に EUS に特化した組織学的評価、すなわち EUS の
筋繊維径並びに筋線維数を蛍光免疫染色により検討した。 






減少し、全体の筋線維数が減少した報告を支持していると考える（Jang YC et al., 2011）。更
に、本研究結果はヒトにおいて認められた加齢に伴う EUS筋線維数及び密度の減少と筋線










が起こっているという報告がある（Clobes A et al., 2008）一方で、ヒトにおいていずれの年
代にもかかわらず尿道平滑筋の組織学的変化はないという報告もあり（Carlile A et al., 1988）、
加齢による尿道平滑筋の組織学的変化の有無は議論の余地が残るところである。また SUI
患者の尿道機能の低下には、EUSと尿道平滑筋以外に陰部神経の伝達遅延が起こっている
















（Fantl et al., 1996）や血清エストロゲン濃度と尿禁制に相関が認められないことが報告さ
れている（Bodner-Adler B et al., 2017）。最近の報告では、ラット卵巣摘出モデルにおいて、
くしゃみ誘発尿失禁回数が上昇し、エストロゲンの補充によって失禁回数が減少すること
（Kitta T et al., 2011）や加齢と卵巣摘出によるエストロゲン欠乏が組み合わさることで、く
しゃみによる急激な腹圧上昇時の尿道内圧が低下することが示されたが（Kitta et al., 2016）、
その一方で、中年齢ラット（12 ヵ月齢）の血清エストラジオール濃度は若齢ラット（3 ヵ

































ナリン再取り込み阻害薬（serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors；SNRI）であり、
作用点は仙髄に存在するオヌフ核である。Duloxetine はオヌフ核へ作用することによりオ
ヌフ核におけるセロトニンおよびノルエピネフリン量を増加させ、陰部神経を介した EUS
の収縮反応を増強することが報告されている（Thor KB and Katofiasc, 1995; Thor KB, 2004）。
臨床において、placebo 又は duloxetine 40mg 経口投与時における腹圧上昇時の尿道閉鎖圧
を比較したところ、duloxetine投与群において尿道閉鎖圧の上昇が確認されている（Yono M 
et. al., 2015）。またバルーンカテーテルを子宮へ挿入し、子宮を拡張することにより尿道組










Pentobarbital sodium（50 mg/kg, 腹腔内投与）麻酔下に、SD系雌性ラット（日本エスエル
シー、体重及び使用匹数；3ヵ月齢 246 – 281 g及び 9匹、24ヵ月齢 375 – 659 g及び各群
9匹）を用いて、第 1章と同様の手術を施し、尿漏出時圧（LPP）を測定した。本実験では
duloxetine 投与のため、大腿静脈にカテーテル（PE-50）と連結した注射針を留置した。各
個体につき約 1分間隔で 5回以上尿漏出時圧を測定し，安定して測定された最後の 3回の
尿漏出時圧の平均を投与前値とした。投与前値測定後，投与前値で群分けし、大腿静脈よ
り溶媒（1.5% N,N-ジメチルホルムアミド生理食塩水）もしくは duloxetine（0.3 または 3 
mg/kg）を静脈内投与（1mL/kg）し、投与後約 14, 15, 16分における 3回の尿漏出時圧を測
定し，この平均値を duloxetine投与後 15分の尿漏出時圧とした。 
結果は平均値 ± 標準誤差で示した。統計解析は若齢及び老齢群との比較には溶媒投与後
15分の実測値を用いて Studentの t検定を行った。老齢群における溶媒と duloxetine投与群
との比較には Dunnettの多重比較検定を行い、p値が 0.05未満の場合を有意な差とした。 
 
3. 実験結果 
溶媒を投与した若齢群と老齢群の尿漏出時圧には有意な差が認められ（若齢：48.4 ± 2.0 
mmHg、老齢；36.2 ± 1.7 mmHg）、第 1章とほぼ同様な老齢ラットにおける尿漏出時圧の低
下が認められた（Figure 11）。また、老齢ラットにおける溶媒、duloxetine 0.3mg/kg 及び
duloxetine 3mg/kg静脈内投与前の投与前値は、それぞれ 35.5 ± 2.0, 37.5 ± 1.7及び 38.6 ± 1.7 
mmHg であり、群間に差は認められなかった。Duloxetine 投与後約 15 分における溶媒、
duloxetine 0.3及び 3mg/kgの静脈内投与後の尿漏出時圧は、それぞれ 36.2 ± 1.7, 41.9 ± 1.9及
27 
 
び 44.8 ± 1.4 mmHgであり、duloxetine 0.3 mg/kg投与群から有意な尿漏出時圧上昇が認めら
れた（Figure 11）。 
 



















Figure 11. Effect of duloxetine on leak point pressure (LPP) in aged (24 months old) female rats. Data 
and statistical analyses were performed using GraphPad Prism ver. 7.01 (mean ± S.E.M., n=9). 
## P < 0.01 (Student’s t-test between young and aged female rats). * P < 0.05, ** P < 0.01 (Dunnett's 














静脈内投与）が VDラットの尿道内圧を上昇させることが報告されている（Miyazato et. al., 
2008）。そこで、VD ラットにおいて duloxetine が尿道内圧を上昇させる投与用量付近の用




する報告によっても支持される（Thor KB and Katofiasc, 1995; Thor KB, 2004）。老齢ラット
での EUS 筋線維数の減少を背景とした神経刺激依存的な EUS 収縮の低下が認められる状
況においても、duloxetineによる神経刺激依存的なEUS収縮の増強が認められるとすれば、
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